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(54) ntre: PROCEDE DE DETECTION ET/OU DE QUANTIFICATION D'UN PACTEUR GLlOnrOXfQUE 



(57) Abstract 



The invention proposes a method for detecting and/or quantifying, in a biological sample a cytotoxic factor, in particular a gliotoxic 
factor, with respect to adherent target cells, in particular macroglial cells, the toxicity of which causes the death by apoptosts of said 
cells. The method consists in providing an initial fraction of said sample, optionally enriched widi said toxic factor by previous treatment, 
incubating said initial toxic factor widi a reference culture medium comprising adherent target cells, and detecting and/or quantifying the 
adherent target cells killed by apoptosts, by flux cytometry, at least one direct or indirect characteristic associated with the apoptotic adherent 
cells of die whole or part of the incubated medium, which, if it is present and/or Is quantified, qualifies the sample as positive, i.e. as 
containing said toxic factor. The initial biological sample is pieferably a urine specimen. 

(57) Abr^g^ 

L'invention propose un proc6d6 pour d^tecter et/ou quantifier, dans un ^hantillon biologtque, un facteur cytotoxique, notamment un 
facteur gliotoxique. vis-d-vis de cellules adhtfrentes cibles, notamment les cellules macrogliables, et dont la cytotoxicity induit la mort par 
apoptose desdites cellules, selon lequcl on dispose d'une fraction de depart dudit^chantillon, 6ventueUcment enrichie en ledit facteur toxique 
par un traitement pr6dlable. on incube ladile fraction de d^ait avec un milieu de culture de i€f6rcnce comprenant des cellules adh6rentes 
cibles, et on ddtecte et/ou quantifie les cellules adh6rentes mortes par apoptose, par cytometric de flux, au moins une carBct6ristique directe 
ou indirecte. associ6c aux cellules adh6rentcs apoptotiques de tout ou paitie du milieu incubd. qui. si elle extste et/ou est quantifl6e. qualifie 
ledit dchantillon bidagique comme positif, c*est-ft-dire conlenant ledit facteur toxique. L*6chantiIlon biologique de depart est de pr6f6rence 
un 6chantillon d*urine. 
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PROCEDE DE DETECTION ET/OU DE QUANTIFICATION D UN FACTEUR GLIOTOXIQUE 

La presents invention concerne la determination, 
la detection, et la quantification dans un ^chantillon 
5 biologique d'un facteur gliotoxique, tel qu*associe a la 
sclerose en plaques. 

Par "echantillon biologique", on entend notamment 
un pr^ldvement du type fluide biologique, un tissu vivant 
ou fragment de tissu, une mucosite, un organe ou fragment 
10 d'organes, ou tout surnageant de culture obtenu a l*aide 
d'un pr^levement precite. 

Conformement au document WO-A-95/2 1859 , demands 
d^pos^e au nom de la Demanderesse, on a isole et/ou 
caract^rise un facteur cytotoxique vis-a-vis des cellules 

15 gliales (astrocytes, oligodendrocytes, microgliocytes), 
d^nomme ci-apres facteur gliotoxique. Ce dernier est en 
particulier associe a la sclerose en plaques, mais 
pourrait etre egalement associe a d'autres maladies 
neurodegeneratives ou auto-immunes . 

20 A defaut d»un s^quen^age complet de ce facteur 

gliotoxique, celui-ci peut etre caracterise, soit a partir 
d'un precede (parmi d'autres) permettant de 1 • isoler ou le 
purifier, soit a partir de differentes propri^tes ou 
caractdres biologiques, biochimiques ou chimiques. 

25 Selon le document WO-A-95/21859 , ce facteur 

gliotoxique est caract^ris^ par 1» ensemble des propriSt^s 
ci-apres, consid^r^es s^parement ou en combinaison : 

- il possede une activite toxique vis-a-vis des 
cellules astrocytaires huroaines ou animales, ayant pour 

30 effet une disorganisation cytomorphologique de leur reseau 
de filaments intermedia ires , et/ou une degradation des 
prot^ines de ces filaments intermedia ires et/ou une roort 
cellulaire notamment par apoptose, 

- son activite est associee ^ au moins une 
35 glycoproteine, 

- ce facteur gliotoxique est constitue 
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raajoritairement, sinon en totality, par une fraction 
l^gere, centr6e sur un poids rooleculaire apparent 
d* environ 17 kD ; cette fraction legere est r^sistante 
dans des conditions standard non denaturantes, a 1' action 
5 hydrolytique de la pronase, ou de la trypsins, ou de la 
proteinase K ; et cette meme fraction legere presents un 
forte af finite pour les lectines et notamment la 
concanavaline-A. 

Des lors, la detection et/ou quantification de ce 

10 facteur gliotoxique, dans tout echantillon biologique est 
un outil interessant et effectif d 'analyse, notamment pour 
le diagnostic de differentes pathologies, dont la sclerose 
en plaques, la prediction, le suivi et la therapeutique de 
cette maladie. Toujours selon le document WO-A-95/21859 , 

15 dont le contenu et la description sont incorpores a la 
presents demande de brevet par reference, on a deer it et 
propose un precede pour detecter et/ou quantifier dans un 
echantillon biologique, par exemple un echantillon de 
liquids c^phalo-rachidien (LCR) , ce facteur giiotoxique. 

20 Un tel precede comprend au moins les traitements 
suivants : 

- on dispose d*une fraction de depart de cet 
Echantillon, eventuellement enrichis en Isdit facteur 
gliotoxiqus par tout traitsment prealable approprie, 

25 - on incube cette fraction de depart avec un 

milieu de culture de reference, comprenant par exemple des 
cellules gliales, notamment immortal isees, par exemple des 
cellules astrocytaires , et 

- on detects et/ou quantifie les cellules gliales 
30 mortes ou vivantes, selon toute technique appropri^e, par 

exemple avec un dosage colorimetrique mettant en oeuvre 
respect ivement la calcEine-AM et l»§thidium homodimere. 

Un tel precede, mis en oeuvre pour la detection 
et le suivi therapeutique de la sclerose en plaques 
35 suppose un pr^l^vement dit "invasif**, par exemple de LCR, 
c'est-a-dire requerant un acte prealable medical ou 
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chirurgical. 

On a a present decouvert que 1» urine s*av^re ^tre 
un fluide biologique particulierement favorable a la 
detection de I'activite gliotoxique. Cette decouverte 
5 6tait tout a fait surprenante du fait de la composition 
complexe de 1* urine, de son caractere acide, de la 
presence d'ur^e qui, a priori, selon les connaissances 
generales de I'homme du metier, n'etaient pas compatibles 
avec la detection d^une telle activite cellulaire. 

10 C'est done de maniere totalement inattendue, sur 

la base de cette decouverte, que les inventeurs ont mis au 
point un procede de determination du facteur gliotoxique 
dans 1* urine, qui presente, en outre, I'avantage 
d'utiliser un prelevement non invasif, au meme titre que 

15 tout autre echantillon obtenu de maniere "invasive", par 
exemple un echantillon de LCR^ pour la detection et/ou la 
quantification du dit facteur chez un patient. 

Ainsi un premier objet de 1* invention est un 
procede pour detecter et/ou quantifier, dans un 

20 echantillon biologique, un facteur gliotoxique, selon 
lequel on dispose d'une fraction de depart dudit 
echantillon, 6ventuellement enrichie en ledit facteur 
gliotoxique par un traitement prSalable, on incube ladite 
fraction de depart avec un milieu de culture de rSf^rence 

25 comprenant des cellules macrogliales, par exemple 
immortalisees, telles que des cellules astrocytaires, et 
on d&tecte et/ou quantifie les cellules macrogliales 
mortes et/ou vivantes, ledit Echantillon biologique etant 
un Echantillon d' urine. 

30 On a ensuite dEfini un procEde de detection et/ou 

quantification comprenant une etape de detection et/ou 
quantification specif iquement des cellules mortes par 
I'apoptose induite par le facteur gliotoxique* 

Selon le document EP-A-0 731 179, on connait un 

35 procide de detection de lymphocytes preapoptotiques par la 
cytomEtrie de flux, aprEs marquage de I'ADN 
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intracellulaire desdits lymphocytes. Ce document illustre 
!• utilisation de la cytometrie de flux pour la detection 
de cellules d l»6tat prdapoptotigue non adh^rentes^ c'est- 
^-dire en suspension. 

5 II n'en va pas de m§me des techniques de 

detection de l*apoptose sur des cellules adherentes« 
Telles que pratiquees aujourd'hui, et en raison de la 
fragilite des cellules adherentes apoptotiques, ces 
techniques reposent sur une observation visuelle de 

10 l*apoptose in situ, par microscopie, avec un comptage des 
cellules apoptotiques . A titre d'exetnple, on peut citer 
1 'article de R,W. Keane, A. Srinivasan, L,M. Foster et 
al., J. Neuroscx. Res,, 1997, 71, 1992-2003, concernant la 
detection de cellules adh§rentes apoptotiques du systeme 

IS nerveux. 

II s'averait done necessaire de disposer d'un 
precede qui pallie les inconvenients precites des 
techniques couramitient utilisees pour la detection de 
cellules apoptotiques, c'est-a-dire un precede notamroent 

20 simple et peu couteux, et qui de plus perxnette de prendre 
en compte les contra intes liees a la fragilite des 
cellules apoptotiques. 

Aussi, selon 1* invention, on fournit un precede 
pour detecter et/ou quantifier, dans un echantillon 

25 biologique, un facteur cytotoxique vis-a-vis de cellules 
adherentes cibles et dont la cytotoxic ite induit la mort 
par apoptose desdites cellules, selon lequel on dispose 
d'une fraction de depart dud it echantillon, eventuellement 
enrichie en ledit facteur toxique par un traitement 

30 prealable, on incube ladite fraction de depart avec un 
milieu de culture de reference comprenant des cellules 
adhirentes cibles, et on detecte et/ou quantifie les 
cellules adherentes mortes par apoptose, par cytometrie de 
flux, au moins une caracter istique directe ou indirecte, 

35 associee aux cellules adherentes apoptotiques de tout ou 
partie du milieu incube^ qui, si elle existe et/ou est 
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quantifiee, qualifie ledit echantillon biologique comm 
positif, c'est-a-dire contenant ledit facteur toxique. 

Le precede defini ci-dessus est avantageusement 
applique a la detection du facteur gliotoxique et les 
5 cellules adh^rentes cibles sont les cellules magrogliales, 
notamment des cellules astrocytaires . 

Ainsi selon au moins l*une des caracteristiques 
precitdes, on apporte : 

- un proc^d^ pouvant comprendre un prelevement 
10 "non invasif", 

- un precede simple de inise en oeuvre, sensible, 
specif ique, du facteur gliotoxique. 

On sait que l*apoptose des cellules macrogliales 
est caracterisee notamment par : 
15 * une fragmentation de 1*ADN cellulaire des 

cellules apoptotiques ; 

* la conservation de I'integrite de la membrane 
cytoplasmique des cellules apoptotiques ; 

* des modifications structurales et de taille des 
20 cellules apoptotiques. 

GrSce au procSdS de 1' invention, on peut ainsi 
determiner : 

* la ploidie des cellules macrogliales, c'est h 
dire la determination de la quantity d'ADN restant dans 

25 les cellules apres extraction des fragments d'ADN, etant 
entendu que dans des cellules non apoptotiques la quantit' 
d*ADN est conservee puisqu'il n'y a pas de fragmentation ; 
a partir de la ploidie, on peut 6galement etudier le cycle 
cellulaire ; 

30 * I'itat des cellules macrogliales ; ainsi, la 

morphologie cellulaire est d^termin^e par la taille des 
cellules, par exemple selon la technique dite FALS 
("Forward Light Angle Scatter"), la mort par apoptose des 
astrocytes entralnant une diminution de leur taille ; par 

35 la structure desdites cellules, par exemple selon la 
technique dite SS ("Side Scatter") ; et eventuellement par 
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V 



la presence et/ou quantite d'une proteine perroettant de 
discriminer les sous-populations cellulaires, telle que la 
proteine acide f ibrillaire gliale (GFAP) , par example avec 
un anticorps marque anti-GFAP identifiable directement ou 
5 indirectement. 

Aux fins de la detection et/ou quantification des 
cellules macrogliales mortes par apoptose specif iquement, 
par cytometrie de flux, ledit precede de 1 • invention 
coTnprend au moins un des protocoles (1) a (3) suivants ; 
10 avantageusement les protocoles (l) et (2) ou (1) et (3) 
sont employes en combinaison. 

Protocole l) 

- decollement des cellules macrogliales 

adhSrentes , 

15 - traitement des cellules ainsi decollees par 

un agent de fixation cellulaire et de permeabilisation de 
la membrane cytoplasmique desdites cellules, 

- extraction de fragments d'ADN 
intracellulaire resultant de !• apoptose, 

20 - marquage de I'ADN cellulaire restant, par 

un marqueur appropri§, et 

- detection par cytometrie de flux de la 
ploldie des cellules macrogliales. 

Avantageusement, 1' agent de fixation cellulaire 
25 et de permeabilisation de la membrane cytoplasmique des 
cellules est I'^thanol et le marqueur de I'ADN est 
I'iodure de propidium (IP). 
Protocole (2) 

- induction d'une necrose sur un echantillon 
30 de cellules macrogliales vivantes, different de 

1» Echantillon a analyser, notamment par incubation, 

- marquage des debris d'ADN resultant de la 
necrose, lesdits debris etant associes ^ des fragments de 
la membrane cytoplasmique des cellules macrogliales 

35 necrotiques, le marquage etant effectue apres decollement 
desdites cellules, 
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- localisation en cytometrie de flux, des 
cellules mortes par necrose, et reglage approprie du 
cytometre permettant lors de 1 ' etape de detection des 
cellules mortes par apoptose, d*exclure les cellules 

5 mortes par necrose, 

- detection des cellules mortes par apoptose. 
Protocol e (3) 

- partage des cellules de 1 » echantillon 
biologique en deux parties egales, et decollement des 

10 cellules, 

- detection, par cytometrie de flux, dans une 
des deux parties, des cellules macrogliales mortes par 
apoptose ou par necrose, d lune part, et/ou des cellules 
macrogliales vivantes, d» autre part, etape selon laquelle 

15 on traite ladite fraction avec un agent de fixation 
cellulaire et de permeabilisation de la membrane 
cytoplasmique ; on extrait les fragments d'ADN ; on marque 
a l*aide d»un marqueur de I'ADN intracellulaire, et on 
dfetecte I'ADN intracellulaire restant, 

20 - detection, par cytometrie de flux apres 

fixation sans extraction, dans 1* autre des deux parties, 
des cellules macrogliales vivantes et des cellules 
macrogliales apoptotiques, d*une part, et/ou des cellules 
macrogliales n^crotiqueSi d* autre part, 

2S - deduction des detections effectu^es sur 

chacune des deux parties, de la quantity de cellules 
macrogliales apoptotiques. 

Selon le protocole (2) ou (3) defini ci-dessus, 
il est possible de distinguer les cellules apoptotiques de 

30 cellules nScrotiques. On sait que les phSnomenes de 
necrose se mat^rialisent par un eclatement de la parol 
cellulaire et le relargage des const ituants de la cellule. 
Les cellules necrotiques se distinguent done des autres 
cellules, vivantes ou apoptotiques, en ce que 1' integrity 

35 de leur membrane cytoplasmique n*est pas conserv^e. Ceci 
peut Stre mis en Evidence soit d partir d'une experience 



BNSOOaD: <WC9811438A1J^> 



wo 98/11439 



PCT/FR97/01620 



8 

isol6e apr^s induction de la necrose sur des cellules 
macrogliales vivantes afin de localiser les cellules 
n^crotiques obtenues et de realiser le reglage approprie 
du cytometre de fagon a pouvoir, dans la determination 
5 finale des cellules apoptotiques, exclure ces cellules 
necrotiques (protocole 2) ; soit par une §tude paralldle 
sur deux sous-populations identiques issues de in§ines 
cellules macrogliales apres induction potentielle de 
l*apoptose sur ces cellules, lesdites cellules etant 

10 traitees de deux fagons distinctes : a savoir, d*une part, 
apres fixation a I'ethanol et extraction des fragments 
d'ADN, le marquage a I'lP permet de distinguer les 
cellules vivantes des cellules roortes (necrose et 
apoptose) ; d 'autre part, apres fixation sans extraction 

15 des fragments d'ADN, le marquage a 1 • IP permet ainsi de 
distinguer les cellules necrotiques des cellules vivantes 
ou apoptotiques (puisque, en 1' absence d * extraction, les 
fragments d'ADN sont conserves a I'interieur des cellules 
apoptotiques) ; et ensuite, par deduction, on peut 

20 determiner la proportion de chaque sous-categorie 
cellulaire, done la proportion de cellules apoptotiques 
(protocole 3) . 

Cette distinction entre cellules necrotiques et 
apoptotiques est necessaire notamment dans le cas 

25 d' interferences medicamenteuses chez des patients, 
lesdites substances pouvant induire des phenom&nes de 
recouvrement de la population des cellules necrotiques et 
de la population des cellules apoptotiques, materialises 
en particulier par la generation de resultats faussement 

30 positifs au test de detection d* apoptose. Cette 
interference a en effet ete observee a partir 
d'echantillons biologiques, par exemple des urines, issus 
de patients ayant subi un traitement par des substances 
medicamenteuses interf erentes, par exemple le methotrexate 

35 ou le dextropropoxyphene. 

L* application du procede de 1» invention pour 
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detecter et/ou quantifier specif iquement des cellules 
macrogliales apoptotiques, a un echantillon d' urine, 
permet d'obtenir un bio-essai particulidrement simple, 
sensible et specif ique du facteur gliotoxique, par exemple 
5 en ce qui concerne I'aide au diagnostic de la sclerose en 
plaques, qui aujourd'hui requiert beaucoup d'essais ou 
examens differents sur une periode de temps qui peut ^tre 
relativement longue. 

Selon une raise en oeuvre particuliere du precede 
10 de I'invention, celui-ci peut comprendre, avant I'etape de 
detection et/ou quantification des cellules macrogliales 
apoptotiques, une etape de detection de la viabilite 
celiulaire. A cet effet, on inocule la fraction de depart 
dans le milieu de culture de reference, puis on observe le 
15 taux de proliferation des cellules macrogliales par 
rapport i une valeur de reference, en deqia de laquelle 
ladite fraction dite positive est retenue pour etre 
soumise ensuite a 1' etape de detection de 1 ' apoptose des 
cellules macrogliales specif iquement, pour qualifier ou 
20 non 1 'echantillon biolcgique comme vrai positif. 

Au cours de cette ^tape de detection de la 
viabilite celiulaire, le taux de proliferation des 
cellules macrogliales peut §tre obtenu par coloration 
mitochondria le des cellules macrogliales du milieu de 
25 culture, par exemple par du bromure de m6thylt§trazolium, 
puis par mesure de la densite optique du milieu de culture 
colors. A 1:itre d' exemple on peut citer le dosage 
color imetr ique au m^thyl-tfetrazolium des cellules vivantes 
(MTT) , tel que dicrit dans le document WO-A-95/21859. 
30 Pendant I'^tape de detection de I'apoptose des 

cellules macrogliales specif iquement, on peut 
avantageusement pratiquer, en outre, une determination de 
la presence et/ou quantity d*une prot^ine permettant de 
discriminer les sous-populations cellulaires, telle que la 
35 prot6ine acide f ibrillaire gliale (GFAP) , par exemple avec 
un anticorps ant i -GFAP identifiable directement ou 
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indirectement • 

Une determination des changements intervenant au 

niveau des phospholipides de la xneinbrane cytoplasmique des 

cellules apoptotiques, sans affecter son integrite, et mis 
5 en evidence par 1 * annexine V peut aussi ^tre pr6vue pour 

completer le precede de 1' invention. 

La fraction de depart de 1 * echantillon biologique 

dans lequel on detecte et/ou quantifie le facteur 

gliotoxique peut etre obtenue par enrichissement ou 
10 purification de 1 * echantillon biologique en facteur 

gliotoxique, Cet enrichissement ou purification est 

notamment realise par au moins I'un des traitements 

suivants, a savoir precipitation de la fraction proteique, 

par exemple avec du sulfate d' ammonium, chromatographie 
15 par exclusion et/ou ionique, electrophorese a une ou deux 

dimensions, mise en contact avec la proteine A ou une 

lectine, par exemple la concanavaline-A. 

Le milieu de culture de reference dans lequel 

ladite fraction de depart est incubee comprend de 
20 preference une lignee cellulaire immortalisee de cellules 

macrogliales, par exemple une lignee cellulaire 

immortalisee d* astrocytes. 

Les cellules macrogliales considerees selon la 

presente invention comprennent' notamment les astrocytes et 
25 les oligodendrocytes. 

La presente invention est maintenant d^crite par 

reference aux exemples 1 a 7 suivants et au dessin dans 

lequel : 

- la figure 1 (A a G) repr6sente les histogrammes 
30 cbtenus par cytometrie de flux pour un echantillon 

contenant seulement quelques cellules ndcrotiques mais ne 
contenant pas de cellules apoptotiques, 

- la figure 2 (A ^ G) repr^sente les histogrammes 
obtenus par cytometrie de flux pour un echantillon 

35 contenant des cellules apoptotiques. 

Les lettres A a L apparaissant sur les 
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histogrammes correspondent S la local isatiion des cellules 
visualis^es en cytoxnetrie de flux. 

Exemple 1 : Etape de detection de I'apoptose, par 
5 cytonitrie de flux. 

La lign§e d* astrocytes immortalisis est obtenue 
conform^ment d 1' article de E. Galiana, I. Borde, P. 
Marin, M. Rassoulzadegan, F. Chuzin, F. Gros, P. Rouget et 
C. Evrard, Establishement of permanent astroglial cell 
10 lines, able to differentiate in vitro, from transgenic 
mice carrying the polyoma virus large-T gene : an 
alternative approach to brain cell immortalization. 
Journal of Neuroscience Research, 1990 ; 26 ; 269-277, 
article dont le contenu est incorporS par rSf&rence S la 
15 pr§sente description. 

Le milieu denomme milieu N est constitue comme 
suit : DMEM (400 i^l/200 ml) / F12 (1/1) + 10% PCS non 
decomplemente + Penicilline/Streptomycine (antibiotique) + 
Fungizone (antif ongigue) (20 /xl/40 ml) . 
20 Le cytomdtre utilise est un cytomStre Epics XL 

Coulter (de la soci6t§ Coultronics France) • Le r^glage du 
programme utilise est le suivant : 

debit : 60 /Kl/min 

gaine liquide : IsoFlow (nom commercial) 
25 fluorescence : 
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(V) gain 
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auxiXiaire permettant un double reglage sur I'iodure de 
propidium ; FS : diffraction ; SS : refraction S 90». 

Protocole experimental : 

5 On prepare a I'avance des boites 24 ou 48 puits 

revdtues de poly L-Lysine a 12,5 ^g/ml : 

En atmosphere sterile (flux laminaire) , on 

effectue les manipulations suivantes : 

diluer les tubes de 4 ml de poly-L-Lysine 
10 (congele -20*'C) au 1/lOeme dans H2O distill^e, 

ajouter 250 /xl/puits de cette solution, 
laisser incuber 2 heures au moins, 
aspirer , 

rincer avec 500 ^xl/puits H2O distillee (24 puits) 

15 ou 250 Ml/puits (48 puits) , 
aspirer , 

laisser secher les boites ouvertes sous le flux 
(de quelques min a 30 min) , 

les refermer et les stocker sous le flux, 

20 Premier iour : 

Les cellules contenues dans une boite 250 cm^ 
sont trypsin^es (solution prepares a partir d'une solution 
de trypsine l/250e (Si : 45 ml) et d*une solution 1% EDTA 
(S2 : 5 ml) et conservee ^ +4*'C) ; 

25 La boite est sortie de I'etuve. Le milieu qui 

recouvre les cellules est aspire (pipette de 10 ml) et 
61imin§. Les cellules adherentes sont rincees avec 10 a 
15 ml de DMEM/F12 (1/1) qui sont aspires. On additionne 1 
^ 1,2 ml de trypsine/ EDTA, les cellules sont remises dans 

30 I'ituve pendant 10 roin. Elles sont decollees de leur 
support mecaniqueroent a I'aide d*une pipette de 10 ml de 
milieu M. Apr^s homogeniisation elles sont lavees dans 
20 ml de DMEM/F12 suppl^mentaires puis centrifugees 10 min 
a 1500 tours/min (IS'^C). 

35 Le surnageant est elimine avec precaution, Les 

cellules sont reprises par 2 ml de DMEM/F12 et 
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homogen^isees longuement. Elles sont a nouveau lavSes dans 
25 ml de DMEM/F12 puis centrifug^es (10 min, 
1500 tours/min, 18®C) . Le surnageant est ^limini. Les 
cellules sont reprises par 2 ml du milieu et homogen^isees 
5 longuement afin d'obtenir une suspension la plus uniforme 
possible. 1 ^ 5 ml du milieu sont additionnes en fonction 
de 1» importance du culot, 

Les cellules sont numerees directement dans une 
cellule de Tomas. La concentration cellulaire est ajustee 
10 a 10 000 cellules/ml par dilution dans le milieu M afin de 
deposer 20 000 cellules/puits, soit 2 ml/puits pour une 
plague a 6 puits. A titre d'exemple pour 8 plaques 6 
puits^ on a besoin de 8 x 6 x 2 ml de suspension soit 
96 ml ; on prepare 120 ml (3 x 40 ml) de suspension ; il 

15 reste ainsi environ 2 5 ml de suspension qui serviront a 
remettre les cellules restantes en culture, en les 
ajoutant dans ces 25 ml restant, 

Les plaques ainsi pr^parees sont recouvertes de 
film protecteur pour eviter 1 'Evaporation. 

20 Deuxidme iour : 

Le facteur gliotoxique est ajoute dans chaque 
puits a raison de 60 a 80 Ml/puits suivant la quantity 
pr§suiD6e de facteur toxique dans l*€chantillon 
(10 Ml/puits pour les urines / 10 S 50 ^l/puits pour les 

25 fractions purif iSes et les autres ichantillons) . 

La boite est sortie de l*^tuve. Le film 
protecteur est enleve. Le facteur est ajoute en triplicat 
dans 2 ou 3 puits successifs, Un nouveau film protecteur 
est mis en place. Les plaques sont remises d I'^tuve (37«C 

30 CO2 5% H2O 95%) pendant 72 heures. 

Cinauidme iour : 

L*6tat des cellules vivantes prSsentes dans les 
puits est #valu§ par cytometric de flux aprSs marquage ^ 
1 ' iodure de propidium pour mettre en Evidence les cellules 
35 apoptot iques . 

Les boltes sont sorties de l'§tuve. Le film 
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protecteur est 6te. Le milieu est aspire (pipettes pasteur 

droites non cotonnees) en prenant soin de ne pas aspirer 

les cellules adherentes au fond des puits. Les cellules 

sont r inches avec 2 ml de PBS. 

5 Les cellules sont ensuite d6coll6es de manidre 

douce (non enzymatique) par incubation avec une solution 
de PBS EDTA (1 a 2 ml/puits) (37«C CO2 5% H2O 95% pendant 

10 min) puis dissoci€es in§caniqueinent . Un tel traitement 

perinet de preserver les cellules adherentes et notamment 
10 les cellules apoptotiques . Les puits sont rinces au PBS 

afin de recup^rer les dernieres cellules au fond de ceux- 

ci. 2 lavages en PBS sont r^alis§s. 

Les cellules sont fixees a I'^thanol 70% ce qui 

genere la formation de pores dans la membrane cellulaire 
15 et induit sa permeabilisation . A cet effet, 2 ml/puits 

d'ethanol 70% (congele) sent rajoutes. Les cellules sont 

fixees 1 heure a -20 °C. Apres une centrif ugation pour 

iliminer I'alcool^ un lavage en PBS est realise. 

Les cellules ainsi permeabilisees sont traitees 
20 afin d'extraire les fragments d'ADN generes par 

I'apoptose. Le tampon d' extraction est prepare 

extemporanement ; 

9 ml Na2HP04 0,05M 

1 ml acide* citrique 25 inM 
25 0,1 % Triton X-100. 

Le culot cellulaire obtenu a I'etape suivante est 
reprls par 2 ml de ce tampon, et incub^ 1 heure a +4'*C. 

Apres une centrif ugation pour eliminer le tampon^ 
un lavage en PBS est realise. 
30 Eventuellement , afin de visualiser 1 ' aspect des 

cellules et leurs caracteristiques astrocytaires, un 
marquage anti-GFAP peut §tre realise. Dans ce cas, le 
culot cellulaire est repris par 50 /xl de BSA a 5% + 50 nl 
de saponine ^ 1% en PBS + 20 ^1 d'anticorps anti-GFAP 
35 (prepare chez le lapin) dilue au i/iooe puis incub^ 30 min 
si temperature ambiante d I'obscurite. Apres 2 lavages en 
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PBS le contremarguage est realist (addition de 50 fxl de 
BSA £i 5% + 50 Ml <31e saponine a 1% en PBS + 20 ^1 d'anti- 
IgG de lapin margud S la fluoresceine (FITC) diluS au 
1/lOe), incubation 15 min S tempirature ambiante & 
5 1 'obscurity. 2 lavages en PBS sont rSalis^s* 

Aprds I'eventuel narguage GFAP les suspensions 
peuvent §tre conservees 1^2 jours en PBS. 

Un marguage d I'iodure de propidium (IP)/ un 
margueur de I'ADN, est realist par addition sur le culot 
10 cellulaire (dans l*ordre) de 100 /xl de RNase (soit 50 UX) 
et 250 Ml ci'XP ^ 50 M9/ml« 

On effectue la lecture au cytomdtre dans les 15 

min* 

Le marguage d 1*IP, ^ventuellenent associS S un 
15 marguage GFAP, est utilise pour identifier et localiser 
les astrocytes. L* analyse de chague echantillon est 
r€alis6e sur 3000 cellules (cf figures lA, 16, IC et 2A, 
2B, 2C) . 

Par cette in§thode les noyaux inargu4s S 1 * IP des 

20 cellules vivantes sont visualises sous forme de 3 pics de 
fluorescence repr^sentant respect ivement les phases GO/Gl, 
S et G2/M du cycle cellulaire, comme montre sur la figure 
IG. Au contraire, les noyaux margu§s S 1*IP des cellules 
apoptotigues, dont 1*ADN fragments a extrait au 

25 prealable, sont visualises sous forme d*un pic unigue 
relativement diffus positionnd en sub-Gl, comme montre sur 
la figure 2G. Pour d^montrer gue le pic sub-diploide (sub- 
Gl) est uniguement d0 aux cellules apoptotigues, et pour 
eiiminer des elements interferents (cellules necrotigues 

30 et debris), les cellules sont tout d*abord analysees dans 
des conditions experimentales permettant d'induire une 
mort par necrose (Wyllie et al., J. Pathol., 1984, 142, 
67-77) (cf figures ID, IE et 2D, 2E) . ceci permet 
d'ajuster les reglages du cytometre de fa9on a 

35 s'affranchir des cellules non apoptotigues. Les cellules 
apoptotigues sont alors analysees comme deer it 
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pr€c§deinment (cf figures IF et 2F sur lesquelles on 
observe les cellules mortes par apoptose) . 

Les resultats obtenus sent rassembles dans le 
tableau I presents en fin de description. 

5 

Exemple 2 : Etape de determination de 
cytotoxicity sur la lignee d 'astrocytes immortalises, 
constituant notamroent 1* etape de detection de la viability 
cellulaire 

10 CoTtime indique dans la description, on peut 

avantageusement pratiquer una etape de detection de la 
viability cellulaire, avant I'^tape de detection par 
cytom^trie de flux. JuquVau cinquieme jour, le protocole 
experimental d6crit dans I'exemple 1 est repute. 

15 Cinauieme jour : 

La quantite de cellules vivantes restant dans les 
puits est evaluee par incorporation de MTT (bromure de 
tetrazolium) puis lyse a 1 • isopropanol acide pour mettre 
en evidence les cristaux de forinazan obtenus apres 

20 incorporation de MTT dans les cellules vivantes - 

On prepare une solution de MTT a 0,5 mg/inl en 
DMEM/F12 par dilution du MTT (congele) au 1/lOeme dans le 
DMEM/F12. 

Les boites sont sorties de I'etuve. Le film 
25 protecteur est 6te, Le milieu est aspire en prenant soin 
de ne pas aspirer les cellules adherentes au fond des 
puits. On additionne 250 ^1/puits de la solution de MTT 
(en DMEM/F12) . On laisse incuber 3 heures au moins & 
I'etuve (37 ''C). 

30 On prepare 1' isopropanol acide (addition de 

40 Atl/ml d'HCl IN dans 1 ' isopropanol pur) en prevoyant 
100 Ml/puits pour les plaques 48 puits. 

A titre d'exerople^ pour 4 plaques 48 puits, il 
faut 48 x 4 X 100, soit environ 20 ml d* isopropanol acide. 
35 On prepare 30 ml d* isopropanol + 1,2 ml HCl IN. 

On sort les plaques de l^'tuve, on aspire la 
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solution de KTT puis on ajoute 100 Ml/puits d' isopropanol 
acide. 

Si la coloration est trop fonc§e, on rajoute 
50 /il/puits d ' isopropanol acide. 
5 La solution ainsi obtenue dans chaque puits est 

transfSrSe dans une plaque 96 puits pour pouvoir Stre lue 
sur le lecteur de microplaques. On reprend 70 ^1/puits 
d*une plaque 48 puits pour transferer dans une plaque 96 
puits. 

10 Les DO sont lues S 570 ran (ref 630 nm) • 

Les valeurs obtenues sont interpr^tSes sur un 
logiciel approprie, afin d'obtenir un % de gliotoxiciti : 

Pour chaque boite, sur 1' ensemble des puits 
contenant les cellules ayant pousse normalement (100% 
15 viabilite) on calcule la moyenne et I'ecart type des DO 
lues, le "cut off" est obtenu par difference : 

cut off = moyenne - 2x ecart-type (= CO) . 
Chaque echantillon teste est repr^sente par 3 DO 
(correspondant aux 3 puits dans lesquels 10 ou 20 /jlI 
20 d 'Echantillon ont ete ajout§s) « on calcule la moyenne des 
3 DO (= DOc) ; ainsi pour chaque echantillon on obtient 
une difference de DO (DO) et un pourcentage de toxicity (% 
tox) : 

DO = CO - DOc 
25 % tox = (1 - (DOc / CO) ) x 100 

Si pour un Echantillon les 3 puits donnent 3 DO 
differentes, 1 "Echantillon est retestE, 

Exemple 3 : Techniques d * enrichissement de 
30 1* Echantillon biologique, en facteur gliotoxique, pour 
obtenir une fraction, soumise S I'Etape selon 1' Exemple 1, 
et^ Eventuellement l*Etape de determination selon 
1' Exemple 2 

3.1) PrEcipitation de la fraction protEique 
35 On utilise une solution d 60 % en poids de 

sulfate d' ammonium dans I'eau. 
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3.2) Chromatographie par exclusion 

On utilise une colonne TSK G 2000 {commercialis^e 
par SUPELCO) , en phase liquide haute pression, avec un 
tampon de pH a 6,8, avec un phosphate ^ 0,1 M, et du 
5 sulfate de sodium k 0,1 M. 

Le temps d • acquisition est de 60 minutes, et 
I'^chantillon injects est de 1 ml. 

3.3) Chromatographie par echange ionique 

On utilise une colonne DEAE-Sepharose (D£AE: 
10 di^thylaminoethyl) ( commercial isee par PHARMACIA) , en 
phase liquide haute pressibn, a debit rapide, avec un 
tampon Tris 20 mM, un pH de 7,5, avec une §lution par 
stapes avec une solution de NaCl de 100 mM a 1 M, la 
fraction utile 6tant a 200 mM- 
15 3.4) Electrophorese a une ou deux dimensions 

On utilise la technique SDS PAGE (PolyAcrylamide 
Gel Electrophoresis) , avec un gel a 17 % d'acrylamide. On 
transfere 1 ' electrogramme sur membrane Porablot (nom 
commercial) , et on precede a une coloration avec un 
20 colorant noir-amide. 

Exemple 4 : Equivalence biologique de !• urine et 
du LCR d'un patient atteint de la sclerose en plaques, 
pour la determination du facteur gliotoxique. 

25 4.1) Des dchantillons de LCR d*une part, et 

d'urine d'autre part, de patients souffrant de la sclerose 
en plaques (SEP) , sont soumis a volume ^gal a un meme 
pr^traitement de separation de la fraction prot&ique, 
selon 1* exemple 3.1, laquelle est ensuite soumise et k une 

30 chromatographie par exclusion selon 1' exemple 3.2, et h 
une chromatographie par §change ionique selon 1* exemple 
3.3. 

Pour chaque type de chromatographie, 1' urine et 
le LCR sont r4solus de la m§me mani^re, et laissent 
35 apparaitre une fraction, situfee entre 15 kD et 20 kD en ce 
qui concerne la chromatographie par exclusion, et elu^e 
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par 200 mM de NaCl en ce qui concerne la chromatographie 
par echange d»ion. 

Cette fraction est testee salon I'^tape deer it a 
I'exemple 2, et deinontre une activity gliotoxique. 
5 4,2) Des §chanti lions de LCR d'une part, et 

d* urine d' autre part, de patients SEP, sont sourois ^ une 
electrophorese ^ une dimension, selon I'exemple 3.4. Dans 
les deux cas, on observe un seuil de coupure situ^ entr 
15 et 25 kD, correspondant ^ une activite cytotoxique. 
10 4.3) Des echantillons d'urine de patients SEP, et 

de patients sains, et de patients atteints d'autres 
maladies neurologiques, sont soumis a I'etape selon 
1 * exemple 2 . 

Les resultats rassembles selon le tableau II 
15 (figurant en fin de description) montrent une relative 
specif icite de 1 'urine en tant qu '§chantillon biologique 
pour la determination du facteur gliotoxique. 



Exemple 5 : Determination par voie urinaire du 
20 facteur gliotoxique dans une population importante, par 
detection de cytotoxicity • 

Les echantillons urinaires sont testes selon le 
protocole identifie dans I'exemple 2. 

En ce qui concerne les patients atteints de 

25 sclerose en plaques, il s'agit de patients hospitalises 
dans un service de neurologie (-90 % pour un flash 

corticoide au moment d'une poussee) , ou dans un service de 

reeducation specialise (patients generalement hors 
poussees, -50 % en phase chronique de la maladie) • En ce 

30 qui concerne les patients atteints d*autres maladies, 11 
s*agit de patients hospitalises dans un service de 
neurologie (sans restriction de pathologie, d*Sge ou de 
sexe) • Les resultats obtenus sur 108 urines de patients 
atteints de sclerose en plaques (classes selon les 

35 criteres de Poser certaines ou probables, C.M« Poser et 
al.. New diagnostic criteria for multiple sclerosis : 
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guidelines for research protocols, dans "The Diagnosis of 
Multiple Sclerosis", CM. Poser, D,W. Paty, L. Scheinberg, 
W.I. Mac Donald, G,C. Ebers, pp 225-229, 1984, Thieme 
Stratton Inc, New-York) , 116 urines de patients atteints 

5 d'autres maladies neurologiques et 29 urines de t^moins 
sains sont pr^sent^s dans le Tableau III (figurant en fin 
de description) . 

Les r^sultats obtenus mettent en evidence une 
positivite du test chez 98 patients atteints de sclerose 

10 en plaques et un test negatif chez 10 patients atteints de 
sclerose en plaques. Mais cependant, ce test genere 4 0 
f aux-positif s dans les patients atteints d*autres maladies 
neurologiques et 2 f aux-positif s dans les contrdles sains. 

Le test defini dans l*exemple 2 n*est done pas 

15 totalement specif ique a lui seul. 



Exemple 6 : Determination de I'etat des cellules 
par cytometrie 

La methode selon I'Exemple 1 permet a la fois de 

20 juger de I'etat des astrocytes et de detecter la raort 
cellulaire (notamment dif f erenciation entre necrose et 
apoptose) , et la ploidie. 

Cette methode est basee sur la detection par 
cytometrie de flux (CMF) i) de la morphologie cellulaire 

25 (le FALS ("Forward Light Angle Scatter") permet la 
visualisation de la taille des cellules, le SS ("Side 
Scatter") permet la visualisation de leur structure) , ii) 
des caracteristiques astrocytaires (marquage anti-GFAP 
("Glial Fibrillary Acidic Protein") , r^v^lation anti^Ig- 

30 FITC) , iii) de la ploidie (marquage a I'iodure de 
propidium (IP) apres fixation a I'ethanol 70 % et 
extraction des ^ventuels fragments d'ADN) et par suite du 
cycle cellulaire. Cette derniere etape (utilisant I'lP) 
permet de diff€rencier les debris cellulaires, les 

35 cellules n6crotiques, les cellules apoptotiques et les 
cellules diploides capables de se diviser normalement. 
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On a alors teste 30 faux-positif s obtenus selon 
I'Exemple 5, et fait la constatation que les urines non- 
SEP produisaient des effets de necrose et/ou inhibition de 
proliferation, ^ 1* exclusion de ph^nomenes apoptotiques, 
S alors que les urines SEP conduisaient au inoins a une 
apoptose . 



Exewple 7 : Association des m^thodes selon les 
exemples 1 et 2 

10 L' association des deux tests a alors et^ evaluee 

sur 30 urines de sclerose en plaques et 30 urines de 
teinoins neurologiques (non-SEP) apres I'^tape de detection 
de la viabilite cellulaire. L'^tude a conduit ^ 
I'obtention du tableau IV, figurant a la fin de la 

15 description. Ainsi les resultats obtenus montrent une 
bonne sensibilite et une bonne specif icite. 
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Tableau I : Resultats obtenus par le procede de 
1' invention tel que deer it dans I'exemple 1, par 
cytom^trie de flux apres extraction des fragments d'ADN et 
coloration de I'ADN a I'iodure de propidium 

5 



10 





SEP ceitaioes 


Autres maladies 


T^moins 




neurologiques 




sains 


lib de patients testes 


35 


36 


15 




32 


5 


0 


Apoptosc 


soil 91% 


soit 14% 


soitO% 




3 


31 


15 


Absence d'apoplose 


soit9% 


soil 89% 


soil 100% 



15 



Tableau II : Test de gliotoxicit§ sur culture 
20 astrocytaire IL partir d* urines (cf exemple 4) 



25 



TcstMTT 


SEP 


AMN* 


controles sains 




(n=30) 


(n=32) 


(n«19) 


positil 


n:s2a 




n=l 




n=2 


n=27 


n=18 



30 AMN : autres maladies neurologiques, non-SEP 
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Tableau III: Test de gliotoxicite sur culture 
astrocytaire a partir d* urines (cf exemple 5) 



TestMTT 


SEP 


AMN* 


contidles sains 




(n=108) 


(n=116) 


(n=29) 


positif 


n=98 


ns40 


11=2 




91% 


34% 


7% 


n^gatif 


n=10 


n=76 


n=27 




9% 


66% 


93% 



AMM : autres maladies neurologiques, non-SEP 



15 

Tableau IV: Test de gliotoxicite sur culture 
astrocytaire a partir d* urines (cf Exemple 7) 



20 



Test par 


SEP 


AMN* 


CMP* 


(n=30) 


(n=30) 


necrose ou 


n=l 


n=30 


inhibition de 


3% 


100% 


proliferation 






apoptose 


n=29 


n=0 




97% 


0% 



AMN : autres maladies neurologiques, non-SEP 
CMF : cytom^trie de flux 
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RSVENDICATZONS 

1) Proc€d^ pour d^tecter et/ou quantifier/ dans 
un §chantiHon biologique, un facteur gliotoxique, selon 

5 lequel on dispose d*une fraction de depart dudit 
echantillon, ^ventuel lament enrichie en ledit facteur 
gliotoxique par un traitement prealable, on incube ladite 
fraction de depart avec un milieu de culture de reference 
comprenant des cellules itiacrogliales, par exemple 
10 immortal is§es, telles que des cellules astrocytaires , et 
on d^tecte et/ou quantifie les cellules macrogliales 
mortes et/ou vivantes, caracterise en ce que 1 » echantillon 
biologique est un echantillon d* urine. 

2) Precede pour d§tecter et/ou quantifier, dans 
15 un Echantillon biologique, un facteur cytotoxique vis-a- 
vis de cellules adherentes cibles et dont la cytotoxicite 
induit la mort par apoptose desdites cellules, selon 
lequel on dispose d'une fraction de depart dudit 
Echantillon, eventuellement enrichie en ledit facteur 

20 toxique par un traitement prealable, on incube ladite 
fraction de depart avec un milieu de culture de reference 
comprenant des cellules adherentes cibles, et on d^tecte 
et/ou quantifie les cellules adherentes mortes par 
apoptose, caracterisi en ce que, aux fins de la detection 

25 et/ou quantification des cellules adherentes mortes par 
apoptose, on d^tecte, par cytometric de flux, au moins una 
caracteristique directe ou indirecte, associ^e aux 
cellules adherentes apoptotiques de tout ou partie du 
milieu incube, qui, si elle existe et/ou est guantifiSe, 

30 qualifie ledit echantillon biologique comme positif, 
c'est-a-dire contenant ledit facteur toxique. 

3) Procede selon la revendication 2, caracterise 
en ce que le facteur toxique est le facteur gliotoxique et 
en ce que les cellules adherentes cibles sont les cellules 

35 magrogliales, notaroment des cellules astrocytaires . 

4) Proc'de selon la revendication 3, caract'rise 
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en ce que, aux fins de la detection et/ou quantification 
des cellules macrogliales mortes par apoptose 
specif iquement, par cytometrie de flux, le precede 
coinprend les stapes suivantes : 
5 - le decollement des cellules inacrogliales 

adh^rentes , 

- le traitement des cellules ainsi decoll^es par 
un agent de fixation cellulaire et de perm^abilisation de 
la membrane cytoplasmique desdites cellules, 

10 - 1* extraction de fragments d*ADN intracellulaire 

resultant de 1* apoptose, 

- le marquage de I'ADN cellulaire restant, par un 
marqueur approprie, et 

- la detection par cytom^trie de flux de la 
IS ploiidie des cellules macrogliales. 

5) ProcSde selon la revendication 4, caracterise 
en ce que 1 'agent de fixation cellulaire et de 
permeabilisation de la membrane cytoplasmique des cellules 
est l*§thanol. 

20 6) Proc^d^ selon la revendication 4 ou .5, 

caract6risS en ce que le marqueur de 1*ADN est I'iodure de 

propidium (IP). 

7} Proc4d6 selon la revendication 3, caractiris^ 

en ce que, aux fins de la detection et/ou quantification 
25 des cellules macrogliales mortes par apoptose 

specif iquement, par cytomStrie de flux, le proc§d^ 

comprend les §tapes suivantes : 

- 1' induction d*une necrose sur un ^chantillon de 
cellules macrogliales vivantes, different de 1 '^chantillon 

30 k analyser, 

- le marquage des debris d*ADN risultant de la 
ndcrose, lesdits debris 4tant associ^s d des fragments de 
la membrane cytoplasmique des cellules macrogliales 
nterotiques, le marquage 6tant effectuS aprSs decollement 

35 des cellules, 

- la localisation en cytom^trie de flux, des 
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cellules mortes par necrose, et r^glage approprie du 
cytom^tre permettant lors de l*€tape de detection des 
cellules mortes par apoptose, d'exclure les cellules 
mortes par necrose, 
5 - la dlitection dans 1 'echantillon a analyser des 

cellules mortes par apoptose. 

8) Precede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que, aux fins de la detection et/ou quantification 
des cellules macrogliales mortes par apoptose 

10 specif iquement, par cytometrie de flux, ledit precede 
comprend les etapes suivantes : 

- le partage des cellules de 1 ' echantillon 
biologique en deux parties egales, et le decollement des 
cellules, 

15 - la detection, par cytometrie de flux, dans une 

des deux parties, des cellules macrogliales mortes par 
apoptose ou par necrose, d'une part, et/ou des cellules 
macrogliales vivantes, d* autre part, etape selon laquelle 
on traite ladite fraction avec un agent de fixation 

20 cellulaire et de permeabilisation de la membrane 
cytoplasmique ; on extrait les fragments d'ADN ; on marque 
a I'aide d'un marqueur de I'ADN intracellulaire restant/ 
et on dfetecte ce dernier, 

- la detection, par cytom§trie de flux apr^s 
25 fixation sans extraction, dans 1* autre des deux parties, 

des cellules macrogliales vivantes et des cellules 
macrogliales apoptotiques, d*une part, et/ou des cellules 
macrogliales nterotiques, d' autre part, 

«- la deduction des detections effectu^es sur 
30 chacune des deux parties, de la quantity de cellules 
macrogliales apoptotiques. 

9) Proc§d6 selon l*une quelconque des 
revendications 3 a 8, caract6ris6 en ce qu'il comprend, 
avant l*6tape de detection et/ou quantification des 

35 cellules macrogliales apoptotiques, une §tape de detection 
de la viability cellulaire, selon laquelle on inocule la 
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fraction de depart dans le milieu de culture de reference, 
puis on observe le taux de proliferation des cellules 
macrogliales par rapport a une valeur de reference, en 
dega de laquelle ladite fraction dite positive est retenue 
5 pour §tre soumise ensuite i I'etape de detection de 
I'apoptose des cellules macrogliales specif iquement^ pour 
qualifier ou non 1 'fechantillon biologique comxne vrai 
positif * 

10) Precede selon la revendication 9, caract^rise 
10 en ce que pendant I'etape de detection de la viabilite 

cellulaire le taux de proliferation des cellules 
macrogliales est obtenu par coloration initochondriale des 
cellules macrogliales du milieu de culture, par exemple 
par du bromure de methyltetrazolium, puis par mesure de la 
15 densite optique du milieu de culture colore. 

11) Procede selon l*une quelconque des 
revendications 3 a 10, caracterisS en ce qu'on pratique en 
outre, pendant l*etape de detection de I'apoptose des 
cellules macrogliales specif iquement, une determination de 

20 la presence et/ou quantity d'une proteine permettant de 
discriminer les sous-populations cellulaires, telle que la 
proteine acide f ibrillaire gliale (GFAP) , par example avec 
un anticorps anti-GFAP identifiable directement ou 
indirectement • 

25 12 ) Proc6d6 selon 1 ' une quelconque des 

revendications pr^c&dentes, caractSris6 en ce que la 
fraction de depart est obtenue par enrich issement ou 
purification de 1 'dchantillon biologique en facteur 
gliotoxique, selon au moins I'un des traitements suivants, 

30 a savoir precipitation de la fraction prot&ique, par 
exemple avec du sulfate d' ammonium, chromatographie par 
exclusion et/ou ionique, ■ ilectrophordse d une ou deux 
dimensions f mise en contact avec la proteine A ou une 
lectine, par exemple la concanavaline-A. 

35 13) Proc6d§ selon l*une quelconque des 

revendications 3 i 12, caractSrisS en ce que 1 '^chantillon 
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biologique est un ^chantillon d' urine. 

14) Utilisation d'un echantillon d*urine pour 
detecter, dans un ^chantillon biologique, un facteur 
gliotoxique tel qu*associe a la sclerose en plaques* 
5 15) Proc6de selon la revendication 3, caract^rise 

en ce que le milieu de culture de r^f^rence conprend une 
lignde cellulaire immortal isee de cellules macrogliales, 
par exemple une lign^e cellulaire immortal isee 
d ' astrocytes . 
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